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Respiratoir syncytiëel virus (RSV) is de voornaamste verwekker van ernstige bronchiolitis
bij zuigelingen. De infectie wordt gekenmerkt door een algemene ontsteking van de
bronchiolen, resulterend in een klinisch beeld van ademnood, piepen, en hyperinflatie van
de longen. Alhoewel RSV op zich een cytolytisch effect heeft op luchtweg epitheel, is het
waarschijnlijk dat specifieke en niet-specifieke immunologische mechanismen een bepa-
lende rol spelen in de pathogenese van het ziektebeeld. Verschillende celtypes (lymfocyten,
macrofagen, en polymorfonucleaire granulocyten) zijn bij dit immunopathogenetische
proces betrokken.
Zo is onze interesse voor eosinofielen in het kader van RSV infecties ontstaan nadat RSV-
specifiek IgE (RSV-IgE) werd gevonden in het nasopharyngeale secreet (NPS) van kinderen
met RSV bronchiolitis. De aanwezigheid van RSV-IgE correleerde met hoge NPS concentraties
van leukotriene C, (LTC.), een inflammatoire mediatorafkomstig van eosinofielen. Boven-
dien viel op dat in de longen van kinderen overleden ten gevolge van een ernstige RSV
bronchiolitis, nadat ze waren ingeënt met een experimenteel formaline-geïnactiveerd RSV
vaccin dat werd getest in de jaren zestig, veel eosinofielen werden gezien. Deze bevindingen
suggereren dat de eosinofiele granulocyt een mogelijke factor is in de ontsteking van de
luchtwegen ti jdens RSV bronchiolit is.
Het wordt algemeen aanvaard dat cellulaire immuniteit een pathogenetische rol speelt
tijdens RSV bronchiolitis (hoofdstuk I).Uit dierproeven is gebleken dat RSV-specifieke T
cellen onontbeerlijk zijn voor de eliminatie van het virus uit de luchtwegen. Terzelfdertrjd
echter dragen deze T celles in belangrijke mate bij tot de beschadiging van het respiratoir
epitheel. Een nauwkeurige fenotypische beschrijving van de verschillende T cel subsets en
hun redistributie tussen systemische en mucosale compaÍimenten na RSV infectie kan
bijdragen tot een beter inzicht in de immunopathogenetische mechanismen die worden
geactiveerd tijdens bronchiolitis.
In dit proefschrift wordt de potentiële rol van eosinofiele granulocyten in de pathogenese
van RSV bronchiolitis belicht. Daarnaast worden de fenotypische kenmerken van RSV-
specifieke T cellen bestudeerd.
Als eerste stap in de studie van eosinofielen tijdens RSV bronchiolitis werd "eosinophil
cationic protein" (ECP) gemeten in NPS van kinderen met een RSV infectie, door middel van
een radioimmunoassay. ECP is een toxisch proteine, opgeslagen in de secundaire granulen,
dat vrijkomt bij in vivo activatie van de eosinofielen. ECP concentraties in NPS waren
significant hoger bij kinderen met RSV bronchiolitis dan bij kinderen met bovenste luchtweg
infecties of pneumonie door RSV of andere verwekkers. Een hoge ECP concentratie in NPS
is een betrouwbare parameter om het ontwikkelen van bronchiolitis na RSV infectie te
voorspellen. Er bestaat bovendien een negatieve correlatie tussen de concentratie van ECP
in NPS en de PaO" concentratie bij opname in het ziekenhuis. Dus, de graad van eosinofiel
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Janrcnt'utIutg
Deze klinische bevindin-een waren aanleicling de intefactie van RSV met eosinofielen in vitro
te bestuderen. Daarvoor werclen normodense osinofieler.r geïsoleerd uit bloed van cezonde
vr i jwi l l igers.
Eosinofielen werden in vitro geïncubeerd met RSV. Daarop werd activatie van de cellen
zoals gebruikelijk 
-reëvalueerd door het nreten van superoxide en LTC., mediatoren die worden
geprocluceerd ti jdens de activatie. Voor cle meting van superoxide werd 
-rebruik gemaakt van
een Íèrricytochrome c reductie test terwii l LTC* door middel van "High-pressure Liquid
Chronratography" werd gcrneten (lno.ftlstuk -i). Meetbare superoxide productie werd
-qedetecteerd in het supernatans vanaf 30 rnin na blootstell ing van de cellen aan RSV. De
maximale superoxide procluctie werd bcrcikt na 3 uur incubatie. Er was een sterke inter-
individuele variabil iteit in cle nraximale RSV-geïnduceerde superoxide productie. Naast de
directe stirnulatie van superoxicle productie dooreosinoflelen, bleek RSV de cellen te kunnen
sensibil iseren vooreen latere stirnulatie mct een cl.rernische c l activator (prin.ring fenomeen).
Zo wercl een significante toename van de superoxide productie door de eosinofielen na
stimulatie met de cel activator phorbol-myristaat-acetaat (PMA) gemeten indien de cellen
voordien een ti jd werden gcïncubeerd met RSV. Tevens bleek de productie van LTC., na
st imulat ie  van de cel len met  de calc ium ionofoor  A23 I  87 srgni f icant  hoger a ls  de cel len eerst
waren geïncubeerd rnet RSV vergeleken bij incubatie in controle medium.
Morfblogische kenmerken van de intcractie van RSV meteosinofielen werden bestudeerd
door rniddel van imrnuunfluorescentie en transr.nissie electronenmicroscopie (hoofclsruk 1).
Na 2 uur incubatie van eosinofielen met RSV. demonstreerde en derde van de cellen een
positieve fluorescentie na kleuring met anti-RSV monoclonale antistoffen. Dit aantal
verdubbelde als irnrnuun. autoloo-g serurn werd toe-eevoegd aan het reactiemengsel t i jdens
incubatie. Bij electronenmicroscopie werden RSV virions gezien in fa-tocytaire vacuolen
aan de periferie van de cellen. Sarnengevat kunnen we stellen dat RSV in v itro een interactie
aangaat nret eosinofiele 
_tranulocyten, wat resulteert in cellulaire activatie en productie van
inflanrmatoire nrediatoren. Deze mediatoren kunnen ook in vivo genreten worden in
nasopharyngeaal secreet van kinderen met RSV bronchiolit is.
Alhoewel deze resultaten aantonen dat eosinofielen mogeli jk belangrijk zijn in de
patho-senese van RSV infecties. kar.r de activatie van deze cellen alleen het volledi_ee
ziektebeeld niet verklaren. In het kader van de irnmunopathogenese heeft zich tot nu toe het
meeste onderzoek gericht op de rol van de cellulaire imrnuniteit, met name van de pulmonaire
T cellen. Deze cellen kunnen beschadiging van luchtweg epitheel verergeren via een directe
virus-specifieke cytotoxiciteit (deze fur.rctie wordt voornamelijk vervuld door CD8. T cel-
len) maar ze kunnen ook door aanmaak van cytokines een cascade van gebeurtenissen i  gang
zetten waarin verschil lende celtypes zijn betrokken (hiervoor zijn vooral CD4* T cellen
verantwoordeli jk). Chemotaxis en in situ activatie van eosinofielen in the luchtwe,gen zou
één van de verschil lende significante 
_uevolgen kunnen zijn van het vri jkomen van cytokines
uit T lymfocyten.
l l l
omtrent de relatie tussen RSV bronchiolitis en astma. Naast epidemiologische verbanden
zijn nu ook vergelijkbare cellulaire verschijnselen aangetoond, zoals eosinofiel en T cel
activatie in de luchtwegen.
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